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(5) Oligonucleotides, utilisables comma reactife pour la detection In vitro des Infections & retrovirus de 
type HIV et precede de detection de retrovirus de type HIV. 

@ Oligonucleotides, utilisables comrne rtactife pour la detection in vitro des Infections £ retrovirus de 
type HIV (HlV-1 et/ou HIV-2) et procede de detection de retrovirus de type HIV. 

Ces oligonucleotides, comprennent environ 25 e 35 nucleotides et sont constitute par una sequence 
homoJogue d'un g£ne commun d tous tss virus de type HIV, et plus particulierement par une sequence 
homologue issue des genes pat, tat et gag des virus HIV-1 BRU, HIV-1 ARV HIV-1 HXB2, HIV-1 BH5, 
HIV-1 ELI, HIV-1 NDK, HIV-1 MAL et HIV-1 SF2 et HIV-2 ROD et les sequences compiementalres de ces 
sequences, lesquelles sequences sont cholsies parmi : 

1) les sequences homologues issues du gene tat des HIV, qui correspondent : 

— aux positions 5419-5446, 5447-5474, 5533-5560, 5563-5590 du g6nome du virus HIV-1 BRU et 

— aux positions 8311-8338, 8363-8390, 8426-8453, 8480-8507 du genome du virus HIV-2 ROD 
(GenBank, n° M 15390) ; 

2) les sequences homologues Issues du gene pot des HIV, qui correspondent : 

— aux positions 3208-3235. 3436-3463, 3647-3675. 3739-3766 du genome du virus HIV-1 BRU et 

— aux positions 3141-3168, 3241-3266, 3651-3678, 3693-3720 du genome du virus HIV-2 ROD 
(GenBank, n° M 15390) ; 

3) les sequences homologues Issues du gene gag dans HIV-1 et qui correspondent aux positions 
882-909, 949-976, 1047-1074 at 1177-1204 du genome du virus HIV-1 BRU. 
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La presents invention est relative * des djgonudeotides, ut'Iisables comme reactife pour la detection In 
vitro des infections a retrovirus de type HIV (HIV-1 et/ou HIV-2). 

LTsoiement et la caracterisatlon du retrovirus de type HIV-1 a ete decrit dans la Demande de Brevet eu- 
ropeen n° 1 38 667 et le retrovirus de type HIV-2 a ete decrit dans la Demande de Brevet europeen if 239 426. 

Ces deux retrovirus ont pour cibles pr6ferentieiles ies lymphocytes T4 humains et presented un effet cy^ 
topathogdne a regard de ces lymphocytes, qui entralhe une iymphadenopathie ou un syndrome d r immunod6- 
ficience acquise (SIDA) et des nombreuses infections opportunistes associees. 

Ces deux virus prtsentent une homologie de 60 % sur I'ensemble de I'acide nudeique des genes gag et 
Pol et de 30-40 % pour Ies autres genes viraux et le LTR. 

Le diagnostic et/ou la detection fiable des retrovirus de type HIV est important notamment pour suivre Ies 
individus & haut risque et aussi pour essayer de prfivenir la transmission de la maladie. 

Les tests de diagnostic serologiques ou immunoiogiques de I'infection a virus de type HIV se fondent prin- 
cipaiement sur la detection des anticorps par des methodes immunoenzymatiques s'appuyant sur la technique 
EUSA. Ces techniques mettent en evidence des marqueurs indirects de I'infection au virus HIV et ne fournis- 
sent done pas de resultats interpretables (faux nSgatifs notamment). dans Ies cas oft une detection precoce 
est necessaire, en particuiier dans le cas des enfants nes de meres seropositives ou dans le cas des individus 
a haut risque, avant une seroconversion, par exemple. 

Des detections directes, qui peuvent etre interpretables preoocement ont ete preconlsees ; on peut dter 
notamment le depistage d'antigSnes ciroulants ou encore I'isolement du virus a partirdes lymphocytes <Tun 
patient ; toutefois cette approve n'est pas adaptee a une utilisation en routine, notamment dans des labora- 
toires d'analyse medicale. 

C'est pourquol d'autres tests ont ete developpes, et assodent notamment la detection du genome HIV par 
hybridation moteculaire, a une technique d'amplification g6nomique. 

La Demande de Brevet franffais 2 647 810, aux noms de I'lNSTlTUT PASTEUR et de I'lNSERM, decrit 
des amorces oligonudeotidiques oomprenant une vingtalne de bases pour Tamplification du genome des re- 
trovirus du type HIV-2 et SIV et leurs applications au diagnostic invito des infections dues a ces virus. Cette 
Demande decrit plus particulierement une serie de couples d'amorces qui sont chobtes de maniere a ce que 
ies fragments d'ADN synthetises oouvrent les regions a P* LTRi a pot, P 2 a P 7f P 7 aP a etP a a LTRa desdits 
virus. 

La Demande de Brevet franpais 2 652 091, aux noms de I'lNSTTTUT PASTEUR et de I'lNSERM, decrit 
des sequences nudeotidiques issues du g6nome des retrovirus du type HIV-1. HIV-2 et SIV et leure applica- 
tions notamment en tant qu'amorces pour ('amplification des genomes de ces retrovirus et pour le diagnostic 
in vitro des Infections dues a ces virus. Les oligonudeotides de cette Demande sont notamment comprises 
dans une sequence commune aux genomes des virus HIV-1 , HIV-2 et SIV situee dans Ies genes gag, vpr et 
poL 

Cependant comme le precise cette Demande, ainai que J.J. SNINSKY et S. KWOK [Detection of human 
Immunodefidency viruses by the polymerase chain reaction, (Arch. Path. Lab. Med., 1990, 114, 259-262)]. 
choix des amorces est crucial pour obtenir une bonne sensibQite et un bon rendement de ('amplification ; en 
effet la sensibDite de la PCR (amplification par reaction de polymerisation en chalhe) depend de la specrftcite 
avec laqueile les amorces initient la polymerisation de I'acide nucieique, a partir de la sequence cible. par rap- 
port £ des regions non specifiques de I'acide nudeique. 

D'autres facteurs peuvent egalement intervenirdans la sensibOite de la methode d'amplification : 

- les variations de concentration en enzyme, amorces et cations metafliques (MgCy peuvent notamment 
avoir un effet important sur le rendement en produit de la PCR ; 

" ,a longueur des amorces, les temperatures et les temps d'hybridation, ainsi que les eta pes d'extension 
de I'acide nudeique de chaque cyde peuvent egalement affecter la sensibDite et la spedfidte des ampli- 
fications. 

II ressort de ces difrerents documents qu'une amplification sensible et presentant un bon rendement doit 
combiner des reacfifs bis specifiques (amorces) et un protocols d'amplification particulierement bien adapte. 
Les drfterentes methodes enumerees ci-dessus presentent un certain nombre d'inconvenients : 

- le test immundogique manque de sensibilite, ced etant sans doute dO a (Infection latente et/ou a la se- 
questration de Pantigefie vfcal dans des Immuns complexes dradants ; 

- ^hybridation in situ et FanaJyse par Southern blot ont ete utiiisees. avec un succes sporadique en raison 
du table nombre de cellules mononud6aires infectees du sang perfpherique ; 

- I'utflfeation de Pamplification a ameiiore la sensibDite du test de detection des virus HIV ; toutelbb les 
amorces decrites aussi bien dans les Demandes Pasteur et al. prediees que dans I'artide paru dans J. 
Infect DIs., en 1 986 (158, 6, 1 170-1 1 76), au nom de M. RAYFIELD et aJ.. (amorces et sondes, selection 
nees au niveau du gene gag (p24)) ont I'inconvenient : 
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. de presenter des reactions crols6es (sequences communes), 

. de ne pas foumir de rendements suffisants pour la detection de trfcs petites quantites de virus, 
. de ne pas permettre une discrimination poussee entre les infections & HIV-1 et a HIV-2, ou 
. dene pas detectertous les variants de KUVconnusoulnconnusdanslamesureoOdanslescondftlons ' 
5 drastiques d'hybridation pr6conisees, ces amorces, d'une longueur d'une vingtaine de bases, ont et£ 

s6lectk>nn6e8 de fa$on & obtenir 100 % d'homologle avec la cibJe et ne permettent pas ou peu I'hybri- 
dation avec les acides nuctefques de HIV ayant subl des modifications de sequence (mutations par 
exemple). 

La presente Invention s'est en consequence donne pour but de foumir des reactife de diagnostic (amorces 
10 et sondes), qui ripondent mieux aux necessltes de la pratique que les riactife proposes dans I'Art anterieur, 
notammenten ce que lesdits reactife permettent i'obtention de rendements Importants en sequences clbles, 
s'hybrident notamment avec des regions hautement conservdes des HIV, tout en etant Insensibles aux varia- 
tions du genome de ces virus et en penmettant une discrimination fine des HIV-1 et des HIV-2. 

La presente invention a pourobjet des oligonucleotides, comprenant environ 25 & 36 nucleotides, carao- 
15 t6ris6s en ce qu'Qs sont constituds par une sequence homdogue <fun gdne commun d tous les virus de type 
HIV, et plus particulterement par une sequence homoiogue issue des g&nes pof, tat et gag des virus HIV-1 
BRU, HIV-1 ARV. HIV-1 HXBZ HIV-1 BH5, HIV-1 EU, HIV-1 NDK, HIV-1 MAL, HIV-1 SF2 et HIV-2 ROD et 
les sequences compiementaires de ces sequences, lesquelles sequences sont cholsles paiml : 

1) les sequences homologues issues du gene tat des HIV, qui correspondent : 

20 - aux positions 541 9-5446, 5447-5474, 5533-5560, 5563-5590 du genome du vims HIV-1 BRU et 

- aux positions 8311-6338, 8363-6390, 8426-8453, 6480-8507 du genome du virus HIV-2 ROD (Gen- 
Bank, n* M 15390) ; 

2) les sequences homologues Issues du gene pot des HIV, qui correspondent : 

- aux positions 3208-3236, 3436-3463, 3647-3675. 3739-3766 du genome du virus HIV-1 BRU et 

25 - aux positions 3141-3168, 3241-3266. 3651-3678, 3693-3720 du genome du virus HIV-2 ROD (Gen- 

Bank, n° M 15390) ; 

3) les sequences homologues issues du gene gag dans HIV-1 et qui correspondent aux positions 882- 
909, 949-976, 1047-1074 et 1177-1204 du genome du virus HIV-1 BRU. 

Au sens de la presents invention, "sequence homdogue" englobe non seulement les sequences identiques 
30 ou compiementaires aux fragments de g£ne sus-mentionnes, mate egalement ceDes n'en different que par la 
substitution, la deletion ou ('addition d'un petit nombre de nucleotides, k condition que les sequences ainsi mo- 
difies aient une speciflcite d'hybridation equlvalente & ceile des oligonucleotides decrits cl-dessus. 

De m&me, on entend par "sequence compiementaire", non seulement les sequences strictement compie- 
mentaires des fragments de gene conformes d 1'invention, ma is egalement des sequences modrfi6es comme 
35 tadique precedemment, possedant une sp6cificit6 d'hybridation equfvalente d cede desdites sequences stric- 
tement compiementaires. 

On definft notamment dans la presente Invention, les conditions d'hybridation comme suit : 
KCI 50mM, Trfs HCI pH 6,3 10mM, MgCI* 2,5mM, gelatine, 0,1 mg/ml, en presence de 20 & 50 pmoles 
de chacun des oligonucleotide conforme & I'invention. 
*o Les oligonucleotides confines £ ('invention, d'une longueur superieure & 25 bases, ont I'avantage : 

- de sliybrlder et de permettre la PCR avec la sequence HIV oonvenable mfime si celle-ci a subi plusleurs 
mutations, 

- de permettre <feffectuer les amplifications dans des conditions peu drastiques, ce qui permet aux oligo- 
nucleotides conformes d I'invention de detector tous les variants tout en restant specrfiques de respfece 

48 recherchee, 

- d'augmenter ainsi I'eventafl des souches d'HIV detectables, tout en restant specifiques. 
Confbrmement d I'invention, lesdits oligonucleotides repondent & I'une queloonque des formules sulva ri- 
tes : 



3 



EP 0 516 540 A1 



5 



/II 

(1 J 




CAG 


TAG 


ATC 


CTA GAC 


TAG 


inn 

AGC 


pom 


pp 

GGA 
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I* J 
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TOO 


AGO 


AAG 


TCA 


GCC 


I AG 


PIP 




m 




D 
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TAG 


GAG 


ATG 
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(4) 


5' 


TGA 


GGA 


GGT 


CTT CGT CGC 


TGT 


CTC 


CGC 


T 


(5) 


5 1 


TGC 


CCA 


CAC 


TAA 


TGA 


TGT 


AAA 


ACA 


ATT 


A 


(6) 


5* 


AGG 


AGC 


AGA 


AAC 


TTT 


CTA 


TGT 


AGA 


TGG 


G 


(7) 


5' 


ATT 


CAC 


TTT 


TAT 


CTG 


GTT 


GTG 


CTT 


GAA 


T 


<8> 


5' 


ATT 


TCC 


TCC 


AAT 


TCC 


TTT 


GTG 


TGC 


TGG 


T 


(9) 


5' 


ATA 


TCC 


ACA 


AGG 


ACC 


GGG 


GAC AGC 


CAG 


C 



15 


(10) 


5' 


TGG 


AAG 


CAA 


CGG 


TGG AGA CAG ATA CTG G 




(11) 


5' 


TAG 


TCT 


GGT 


CAA 


GAG GCG AAT CAG CTG G 




(12) 


5' 


GAT 


GAG 


TTG 


GAG 


GGT CAG GAA GCT CCT G 




(13) 


5' 


TCA 


ATG 


ACA 


TCC 


AGA AGC TAG TGG GTG T 


20 


(14) 


5' 


GAC 


ACT 


CAC 


AGA 


AGA AGT ACA GTG GAC A 




(15) 


5' 


ATA 


GGA 


TCC 


CCT 


ACC AGG TTA AAC GCT A 




(16) 


5' 


CTA 


TTG 


CAG 


GAT 


CCA TCT GTG TAG AAG G 


25 


(17) 


5' 


GAT 


TTA 


AAC 


ACC 


ATG CTA AAC ACA GTG G 




(18) 


5' 


TCA 


ATG 


AGG 


AAG 


CTG CAG AAT GGG ATA G 




(19) 


5' 


TTT 


GTT 


CCT 


GAA 


GGG TAC TAG TAG TTC C 


30 


(20) 


5' 


TTT 


GGT 


CCC 


TGT 


CTT ATG TCC AAA ATG C 



Las oligonucleotides (1) & (8) s'hybridsntspeciflquement avecl'HIV-1 et peuvent notamment etre modifies, 
de maniere a presenter le minimum d*homoJogle avec lea sequenced comaspondantea du virus HIV-2 ROD. 
35 Las oligonucleotides (9) a (16) 3'hybrident epecifiquement avec l'HIV-2 at peuvant notamment etre modi- 
fies, de maniere & presenter la minimum d'homdogie avec las sequences corraspondantas de PHIV-1 BRU. 

Les oligonucleotides (17) d (20) s'hybrident specifiquement avec l'HfV-1 . 

La presents invention a egaiement pour objet un reactrf de diagnostic pour la detection d*au mobis un re- 
trovirus da type HIV (HIV-1 et/ou HIV-2), caracterise en ca qu*0 comprend au moins un oligonucleotide confer- 
40 me & I'invention, eventusllement marque de maniere appropriee. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit reactrf, 0 correspond & des paires d'amorces pour la syntha- 
se d'un fragment nudaique d'HIV. 

Conformement a: ce mode de realisation, ledit reacrif est notamment conetitue par Tune des paires d'amor- 
ces suivantes : 

45 . pairs A : oligonucleotide (1) et oligonucleotide (4), 

. paire B : oligonucleotide (5) et oligonucleotide (8), 

. paire C : oligonucleotide (9) et digonudeotide (1 2), 

. paire D : oligonucleotide (13) et oligonucleotide (16), 

. paire E : oligonucleotide (2) et digonudeotide (3), 
50 . pairs F : digonudeotide (6) et digonudeotide (7), 

. paire G : oligonudeotide (10) et oligonudeotide (11), 

. pairs H : oligonudeotide (14) et oligonudeotide (15), 

. pairs I : digonudeotide (17) et digonudeotide (20), 

. paire J : digonudeotide (18) et digonudaotide (19). 
55 Salon un autre mode da realisation avantageux dudft reactrf, II correspond & una sonde de detection ou 
de revelation d'un fragment nucleique d'HIV et est marque de maniere convenable. 

On peut dter, & titre d'exemple, comme marqueurs convenables, las isotopes radioactifc, les enzymes ap- 
propriees, les fluorochromes ou les marqueurs chimiques appropries et les haptenes, les anticorps, ou lea ana- 
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logues de base. 

En effet, de tels oligonucleotides peuvent dtre utilises soit comme amorce, soft comme sonde, dans une 
methode d'hybridation ou dans une methode d'ampllfication oonvenable [technique PCR (Demande europeen- 
ne CETUS n°201 1 84) ; technique dite de la Qp repllcase (Blotechnol., 1 986, 6, 1 1 97) ; technique k la T7 ARN- 

5 polymerase (Demande Internationale PCT W08 9/0 1050)] et egalement dans oelle decrite dans la Demande 
Internationale PCT/FR9Q/00410. 

Les oligonucleotides confines k I'lnventlon ont i'avantage : 

- d'etre spectflques des virus du type HIV-1 et/ou HIV-2, 

- d'etre Insensibles aux variations genomiques de ces virus, et 

10 - de permettre una discrimination pouss£e et sfonultanee (marqueura distincts, longueur des sequences 
cibles obtenues, par exemple) entre les infections dues k des vims HIV-1 et celles dues £ des virus HIV- 
2. 

La prgsente Invention a egalement pour objet un procede de detection <Tun vims HIV par la detection de 
sa sequence d'acide nucieique dans un echantillon blologique, caracterise en ce qu'fl comprend, aprfcs une 
is mise en solution appropriee de rechantillon blologique pour extraire I'acide nucieique : 

A. une etape dans laquelle on met en contact rechantillon biologlque avec au moins un reactif de diagnostic 
choisi dans le groupe qui comprend les r£actifs conformes k ('invention et tout autre r£actif apte k s'hy brlder 
avec la sequence k detecter, et 

B. une etape dans laquelle on detects par tout moyen approprie ie/Ies produits resultant de I'interaction 
20 sequence nudeotidlque <fHIV 6ventuellement presente-r6actif de diagnostic. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede le reactif de diagnostic de Peta pe A est choisi 
dans le groupe qui comprend les paires d'amorces dont au moins Tune d'entre elles est un oligonucleotide 
conforme k r invention et les paires d'amorces convenables pour I'amplificatfon de la sequence nudeotidlque 
d'HIV c'est-d-dire apte k s'hybrideravecla sequence k amplifier, lequel precede permet i'obtention du prodult 
25 d'ampllfication de la sequence nucieotidique k detecter. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, les produits d'ampllfication obtenus 
en A sont detectes par hybridation entre lesdits produits d'ampiification et un reactif de diagnostic conforme k 
I'lnventlon, marque de manure approprie. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre dudit precede, le reactif de diagnostic de I'etape A est une sonde 
30 de detection ou de revelation conforme k I'lnventlon et permet I'obtention dtiybrldes entre la sequence nucieo- 
tidique £ detecter et ladite sonde. 

En variants, lorsque le precede conforme k invention met en oeuvre une technique d'ampllfication g6no- 
mique desdfts virus au cours de I'etape A precltee, celuW comprend : 

(1) comme etape A, une etape d'enrichissement en sequence(s) cible{s) par : 

6 (a) mise en contact de rechantillon biologlque mis en solution, avec au moins une pa ire d'amorces ap- 
propriees, pour amplifier au moins un fragment de ladite sequence d'acide nucieique cible, lesdites 
amorces s'hybrldant k ladite sequence cible et permettant d'obtenir une solution d'enrichissement ; et 
(b) au moins une dilution appropriee de la solution d'ampllfication d'enrichissement obtenue en (a) ; 

(2) et une etape B de detection des sequences cibles amplifies obtenues, par : 

« (c) mise en contact <fune fraction de la solution d'enrichissement obtenue en (b) avec au moins une 

paire d'amorces dont au moins I'une des sequences est incluse dans la sequence cible ampllfiee en 
(a);et 

(d) detection des copies d'acide nucieique cible double biin obtenues en (c), par tout moyen approprie, 
lequel precede est caracterise en ce qu'on met en oeuvre, pour I'etape (a), au moins un oligonucleotide 
45 conforme k I'lnventlon, apparfe avec un oligonucleotide choisi dans le groupe qui comprend les oligo- 

nucleotides oonformes & I'lnventlon et tout autre oligonucleotide apte k s'hybrideravec lesdites sequen- 
ces cibles et pour I'etape (c), une paire d'dlgonucieotldes (amorces) cholsls dans le groupe qui 
comprend les ol igonucieotides conformes k rinvention dont la sequence est homologue ou compiemen- 
talre de la sequence cible ampllfiee en (a) et tout autre oligonucleotide apte k s'hybrider avec les s6- 
*> quences cibles obtenues en (a). 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit precede, les paires d'amorces sont seiectionnees, 
de preference, paimi les paires suivantes : 

. paire A : oligonucleotide (1) et oligonucleotide (4), 
. paire B : oligonucleotide (5) et oligonucleotide (8), 
55 . paire C : oligonucleotide (9) et oligonucleotide (1 2), 

. paire D : oligonucleotide (13) et oligonucleotide (16), 
. paire E : oligonucleotide (2) et oligonucleotide (3), 
. paire F : oligonucleotide (6) et oligonucleotide (7), 

5 
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. paire G : oligonucleotide (10) et oligonucleotide (11). 
. paire H : oligonucleotide (14) et oligonucleotide (15). 
. paire i : oligonucleotide (17) et oligonucleotide (20), 
. paire J : oligonucleotide (18) et oligonucleotide (1 9). 

La paire d'amorces A permet d'obtenir une sequence able <f HFV-1 situee sur le gene tat, d'une longueur 
de 171 bases, deiimitee paries nucleotides 5419-5500 du genome du vims HIV-1. 

La paire d'amorces B permet d'obtenir une sequence cible d'HIV-1 situee sur le g6ne po/. d'une iongueur 
de 559 bases, deiimitee par les nucleotides 3208 et 3766 du genome du viius HIV-1. 

La paire d'amorces C permet d'obtenir une sequence cible d'HIV-2 sftuee sur le gene tat, d'une longueur 
de 197 bases, deiimit6e parte nucleotides 831 1 et 8507 du genome du vims HIV-2. 

La paire d'amorces D permet d'obtenir une sequence cible d'HIV-2 situee sur le gdne po/. <Tune longueur 
de 581 bases, deiimitee paries nucleotides 3141-3720 du genome du virus HIV-2. 

La paire cf amorces E permet d'obtenir une sequence cible d'HIV-1 situee sur le gene tat, d'une longueur 
de 1 14 bases, deiimitee par les nucleotides 5447-5560 du genome du virus HIV-1 . 

La paire d'amorces F permet d'obtenir une sequence able d'HIV-1 situee sur le gene po/, d'une longueur 
de 240 bases, deiimitee paries nucleotides 3438 et 3675 du genome du virus HIV-1. 

La paire d'amorces G permet d'obtenir une sequence able d'HIV-2 situee sur le gene tat, d'une longueur 
de 91 bases, deiimitee par les nucleotides 8363 et 8453 du genome du vims HIV-2. 

La paire d'amorces H permet d'obtenir une sequence cible d'HIV-2 situee sur le gene pd, d'une longueur 
de 430 bases, deiimitee par les nucleotides 3241-3676 du genome du virus HIV-2. 

La paire d'amorces I permet d'obtenir une sequence able HIV-1 situee sur le gene gag, d'une longueur 
de 323 bases, deiimitee par les nucleotides 882 et 1204 sur le genome du virus HIV-1 . 

La paire d'amorces J permet d'obtenir une sequence cible HIV-1 situee sur le gene gag, d'une longueur 
de 126 bases, et deiimitee par les nucleotides 949 et 1074 sur le genome du virus HIV-1. 

Sefon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, les paires d'amorces de I'etape (a) et les 
paires d'amorces de I'etape (c) sont de preference assodees selon les groupements suivants : 

groupe 1 : paire A - paire E 

groupe 2 : paire B - paire F 

groupe 3 : paire C- paire 6 

groupe 4 : paire D - paire H 

groupe 5 : paire I - paire J 

Egalement confbrmement a rinvention, les paires d'amorces de i'etape (c) sont des paires : amorce mo- 
difies par un systeme de capture-amorce modified par un systeme de detection. 

On entend par amorce de capture (Ac), une sequence d'acide nucl£tque simple brin modifies notamment 
par au moins une moitte de paire d'affinite et qui s'hybride a une sequence cible ; par exemple, a une extremite 
de la chalrte digonucieotidique une ou piusieurs biotines peuvent etre fixees. L'amorce de capture peut ega- 
lement etre un oligonucleotide tranche. 

On entend par amorce de detection (Ad), une sequence d'acide nucieique simple brin modtftee parun sys- 
teme de detection et qui s'hybride a une sequence cible ; par exemple, ^oligonucleotide peut etre marque en 
son extremlte 5' par du phosphors 32 et/ou de I'iode 125. 

Ce precede de detection a et£ denomme "AMPLICIS^) par les Inventeura. 

La presente invention a de plus pour objet un kit de detection d'un virus HIV, caract£rfse en ce qu'il 
comprend outre les tampons et reactffs appropries a I'hybridatlon, a la detection, et eventuellement a ('ampli- 
fication, au moins un reactif conforme a I'invention. 

Outre les dispositions qui precedent, llnventJon comprend encore <fautres dispositions qui ressortiront de 
la description qui va suivre, qui se rtfere a des exempies de mise en oeuvre du precede objet de la presente 
invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exempies sont donned uniquement £ tftre d'iilustratbn de I'objet 
de llnvention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

Exemple 1: Detection de HIV-1 tat dm des prllivements sangutns. 

1) Protocoie operatoire 

Les echanttilons de sang total sont iyses selon le protocoie preconbe par R. HIGUCHI (PCR Technology 
1989. H. ERUCH Ed, p. 36, Stockton Press. NY). 

25 pi de lysats sanguins sont amplifies dans un volume de 100 uJ de tampon (KCI 50mM, Tils HO pH 8,3 
10mM. MgCb 2.5mM, gelatine 0.1 mg/ml. nonidet NP40 0,45 %, Tween 20 0,45 %), en presence de 20 pmdee 
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de chacuno des amorces extern es et de 2,5 united de Taq DISIA polymerase. On effectue une premiere dena- 
turation a 94°C pendant 10 minutes, puis 35 cycles d'amplification (denaturation 94°C 1 minute, hybridation 
55°C 1 minute et elongation 72°C 2 minutes). Une demiere incubation de 8 minutes a 72°C permet de terminer 
les elongations. 

5 Apnea dilution au 1/200, une partie aliquote (2 pJ) de chaque amplification primaire diluee est prelevee et 
reamplrfiee dans un volume total de 25 jjJ contenant 2,5 pmoles de chaque amorce interne modrflee (I'une avec 
un residu biotine, la deuxieme avec un iode radfoactif 126 l). ^amplification de detection se poursutt sur 25 cycles 
(denaturation 94 °C 1 minute, hybridation 55°C 1 minute, elongation 72°C 1 minute). Le produit d'amplification 
final est fixe par le residu blotlne sur un tube prealablement recouvert avec de Pavldlne, et apres elimination 

10 des amorces en exces par lavages, le tube est compte dans un compteur y. 

2) Resultats 

- Le tableau I sulvant montre une premiere serie de resultats obtenus avec huit lysats sangulns et quatre 
is temoins negatifs. 

TABLEAU I 

Activity totale par tube : 150 000 cpm 



t&noin 


1 


7092 


6chantillon 


1 


30267 




2 


33769 




3 


221 




4 


36154 


temoin 


2 


612 


e chant ill on 


5 


15190 




6 


13574 




7 


15360 




8 


34311 


t&noin 


3 


1205 




4 


3627 



Ces resultats ont 6t6 compares aux analyses sur gel et hybridations obtenues a partir das amplifications 
40 primaires. On note una tres bonne correlation antra les deux types de detection. 

Les echantillons 1 r 2, 4, 5, 6, 7 et 8 ont montre bande d'amplification specfflque sur gel apres amplification 
primaire. L'echantlllon 3 et les temoins etatent negatifs. Ces resultats se retrouvent de manlere Identique avec 
le precede conforms a llnvention. 

- Autre serie de resuHafa de detection des sequenced tat de HIV-1 : 
45 La premiere PGR est realises sur 1 >ig d'ADN extrait de cellules contrflle, de lymphocytes ou de monocytes 
de patients. 

La deuxieme PGR est realises apres une dilution au 1/200 du produit d'amplification de la premiere PCR. 
^amplification est mesuree apres 16 ou 32 cycles de PCR II. 

Les resultats obtenus avec deux patients (patient A : seropositlf-asymptomatique ; patient B : sdropositif- 
50 SIDA-traitemsnt a 1'AZT), sent resumes dans le Tableau II d-apres : 



55 
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TABLEAU II 

Fixation (cpm) 



Echantillon 


16 cycles 


32 cycles 


monocytes A 
lymphocytes A 
monocytes B 
lymphocytes B 
contrdle 
contrdle + 


13 455 
56 424 

1 166 
64 766 

1 657 
67 426 


56 344 
65 916 

5 302 
70 782 

1 611 
68 252 



iJ! U937 
u ' p8Tl-LAV 



La presence de sequences HIV-1 rares dans les monocytes du patient B peuvent dtre detected aprds 32 
cycles d'amplffication. 

Example 2: Detection da HIV-1 poi dans daa preJdvementa sanguine. 

Una defection du fragment pol est affecfuee sur les prtlevements studies avec tat, salon un protocols idsrv 
tiqua a celui dacrit a ('example 1 . Seule difference : les amorces specfflques du fragment po/. 
Las rdsultats obtenua sont illustres dans la tableau III cnaprda : 



TABLEAU III 
Activate totale par tube : 160 000 cpm 



Tl 


112 


E5 


6178 


El 


1982 


E6 


112 


E2 


2854 


E7 


1305 


E3 


10454 


E8 


11582 


E4 


6986 


T3 


115 


T2 


124 


T4 


99 



Ces nasuitats montrent aussl una bonne correlation avec la Southern et I'hybridation. 
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Example 3 : Comparator) de la methods do detection avec to rtiactife de I'lnventlon avec una proce- 
dure PGR standard (Southern blot). 



TABLEAU IV 



Echantillon 


Southern blot 


Proc^de 
B AMPLICIS M ® 




amorces de 
l'Art ant. 

gag LTR env 


amorces 
tat de 
1 1 inven- 
tion 


16 
cycles 


32 
cycles 


Controls ntaatif 
. lign^e U937 
* cellules B 


_^ 




_ 




Lymphocytes 
Patient A 

Lymphocytes 
Patient B 

Monocytes 
Patient A 

Monocytes 
Patient B 


+ - + 
+ + + 

+ 


+ 


+++ 

+++ 
+ 


+++ 
+++ 
+++ 

+ 


Contrfile Dositif 
P8T1-LAV 


+++ +++ +++ 


+++ 




+++ 



Ce Tableau IV montre que : 

35 - d'une part lea amorces conformes a I'invention presentent une sensibOftfi sup&ieure a cells dea amorces 
de l'Art anterieur ; 

- d'autre part, I'utilisation des amorces conformes a I'lnventlon, dans uri proc6d6 de defection par amplrfl- 
catbn du type decrtt dans la Demands Internationale PCT/FR90/00410, augments encore la sensibility 
de la detection. 

40 

Example 4: Detection simultanee d'HIV-1/HIV-2. 

On a recherchd la presence des sequences pd des virus HIV-1 et HIV-2 comma precise d Paxemple 2 d- 
dessus dans Iss ligndes CEM infecties par lea cellules BRU, NDK et ROD. 

45 





HIV-1 pol (cpm) 


HIV-2 pol (cpm) 


BRU 


7 923 


115 


NKD 


7 900 


142 


ROD 


184 


28 173 


Activity total e 


140 000 


190 000 



Le Tableau ci-dessus montre qu'll n'exfste pas de reaction croisee entre HIV-1 et HIV-2. 

9 
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Ainsi que cela ressort de ce qui prtc£de, I'irrvention ne se limits nuDement k ceux de aes modes de mise 
en oeuvre. de realisation et duplication qui viennent d'etre dtote de fa$on plus explicite ; efle en embrasse 
au contraire toutea les vartantes qui peuvent venlrd I'espritdu technicien en la mature, sans s'6carterdu cadre, 
ni de la portge, de la prgsente invention. 



Revendlcatlons 

1°) Oligonucleotides, comprenant environ 25 a 36 nucleotides, caracttrises en ce qu'lls sont constitute 
par une sequence homologue d'un gdne commun a tous les viius de type HIV, et plus particulferement par une 
sequence homologue issue des g&nes pol, tat (A gag des virus HIV-1 BRU, HIV-1 ARV HIV-1 HXB2 HiV-1 
BH5, HIV-1 ELI, HIV-1 NDK, HIV-1 MAL et HIV-1 SF2 et HiV-2 ROD et les sequences complementers de 
ces sequences, lesquelles sequences sont choisies panmi : 

1) les sequences homologues issues du g£ne tat des HIV, qui correspondent : 

■ au * positions 5419-5448, 5447-5474, 5533-5560, 5563-5590 du genome du virus HIV-1 BRU et 

- aux positions 8311-8338, 8383-8390. 8426-8453, 8480-8507 du genome du virus HIV-2 ROD (Gen- 
Bank, n°M1 5390) ; 

2) les sequences homologues issues du g£ne pot des HIV, qui correspondent : 

- aux positions 3208-3235, 3436-3463, 3647-3675, 3739-3766 du genome du virus HIV-1 BRU et 

- aux positions 3141-3166. 3241-3268. 3651-3678, 369S-3720 du genome du vims HIV-2 ROD (Gen- 
Bank. n*M1 5390) ; 

3) les sequences homologues issues du gene gag dans HIV-1 et qui correspondent aux positions BB2r 
909, 949-978, 1047-1074 et 1177-1204 du genome du virus HIV-1 BRU. 

2°) Oligonucleotides selon la revendication 1, caracteris6s en oe qu'lls rtpondent a I'une quelconque des 
fonmuies suivantes : 



(1) 5 1 CAG TAG ATC CTA GAC TAG AGC OCT GGA A 

(2) 5 1 GCA TCC AGG AAG TCA GCC TAG GAC TGC T 

(3) 5' TTC CTG CCA TAG GAG ATG CCT AAG GCT T 

(4) 5* TGA GGA GGT CTT CGT CGC TGT CTC CGC T 

(5) 5' TGC CCA CAC TAA TGA TGT AAA ACA ATT A 



(6) 5' AGG AGC AGA AAC TTT CTA TGT AGA TGG G 

(7} 5 ' ATT CAC TTT TAT CTG GTT GTG CTT GAA T 

(8) 5' ATT TCC TCC AAT TCC TTT GTG TGC TGG T 

(9) 5" ATA TCC ACA AGG ACC GGG GAC AGC CAG C 



(10) 


5' 


TGG 


AAG 


CAA 


CGG 


TGG 


AGA 


CAG ATA CTG 


G 


(11) 


5' 


TAG 


TCT 


GGT 


CAA 


GAG 


GCG 


AAT CAG CTG 


G 


(12) 


5' 


GAT 


GAG 


TTG 


GAG 


GGT 


CAG 


GAA GCT CCT 


G 


(13) 


5' 


TCA 


ATG 


ACA 


TCC 


AGA 


AGC 


TAG TGG GTG 


T 


(14) 


5' 


GAC 


ACT 


CAC 


AGA 


AGA 


AGT 


ACA GTG GAC 


A 


(15) 


5' 


ATA 


GGA 


TCC 


CCT 


ACC 


AGG 


TTA AAC GCT 


A 


(16) 


5' 


CTA 


TTG 


CAG 


GAT 


CCA 


TCT 


GTG TAG AAG 


G 


(17) 


5' 


GAT 


TTA 


AAC 


ACC 


ATG 


CTA AAC ACA GTG 


G 


(18) 


5' 


TCA 


ATG 


AGG 


AAG 


CTG 


CAG 


AAT GGG ATA 


G 


(19) 


5' 


TTT 


GTT 


CCT 


GAA 


GGG 


TAC 


TAG TAG TTC 


C 


(20) 


5' 


TTT 


GGT 


ccc 


TGT 


CTT 


ATG 


TCC AAA ATG 


C 
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3°) Reactif de diagnostic pour ta detection d'au moins un retrovirus do type HIV (HIV-1 et/ou HIV-2), ca- 
racterise en ce quTl comprend au moins un oligonucleotide selon la revendication 1 ou la revendication 2. 6ven- 
tuellement marque de manl&re appropriee. 

4°) Reactif selon la revendication 3, caracterise en ce qu'N correspond a des palres d'amorces pour la 
5 synthase d'un fragment nucieique d'HIV. 

5°) Reactif selon la revendication 4, caracterise en ce qu'Q est notamment oonstitue par Pune des palres 
d'amorces suivantes : 

. palre A : oligonucleotide (1) et oligonucleotide (4), 

. palre B : oligonucleotide (5) et oligonucleotide (8), 
10 . palre C : oligonucleotide (9) et oligonucleotide (12), 

. palre D : oligonucleotide (13) et oligonucleotide (16), 

. palre E : oligonucleotide (2) et oligonucleotide (3), 

. palre F : oligonucleotide (6) et oligonucleotide (7), ' 
. paire O : oligonucleotide (10) et oligonucleotide (1 1), 
15 . palre H : oligonucleotide (14) et oligonucleotide (15), 

. paire I : oligonucleotide (1 7) et oligonucleotide (20), 
. palre J : oligonucleotide (18) et oligonucleotide (19). 

6°) Reactif selon la revendication 3, caracterise en ce qu'il correspond £ une sonde de detection ou de 
revelation d'un fragment nucieique d'HIV et est marque de mani&re oonvenable. 
20 7°) Proc6de de detection d'un virus HIV par la detection de sa sequence <facide nudeique dans un 6chan- 
tillon biologique, caracterise en ce qu'il comprend, apr&s une mise en solution appropriee de I'echantfllon bio- 
logique pour extralre 1'aclde nucieique : 

A. une etape dans laquelle on met en contact I'echantfllon biologique avec au moins un reactif de diagnostic 
choisi dans le groupe qui comprend les reactifs selon i'une queiconque des revendications 3 £ 6 et tout 

25 autre reactif apte d s'hybrider avec la sequence & detecter, et 

B. une etape dans laquelle on detecte par tout moyen approprie le/les produits resultant de ('interaction 
sequence nucieotldlque d'HIV eventueltement presente-reactff de diagnostic. 

8°) Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que le reactif de diagnostic de I'etape A est choisi 
dans le groupe qui comprend les paires d'amorces dont au moins I'une d'entre elles est un oligonucleotide selon 
30 la revendication 1 ou la revendication 2 et les paires d'amorces convenables & ('amplification de la sequence 
nucieotidique d'HIV, lequel precede permet I'obtention du produit d'ampiification de la sequence nucieotidique 
d detecter. 

9°) Precede selon la revendication 8, caracterise en ce que les produits d'ampiification obtenus en A sont 
detectes par hybridation entre lesdits produits d'ampiification et un reactif de diagnostic selon I'une qeulconque 
35 des revendications 3 d 6, marque de mani£re approprie. 

1 0°) Precede selon la revendication 7, caracterise en ce que le reactif de diagnostic de I'etape A est une 
sonde de detection ou de revelation selon la revendication 3 ou la revendication 6, lequel precede permet I'ob- 
tention d'hybrides entre la sequence nucieotidique & detecter et ladite sonde. 

1 1°) Precede selon la revendication 7, mettant en oeuvre une technique d'ampiification genomique desdits 
40 virus au cours de I'etape A precitee, lequel precede comprend, apr£s la mise en solution appropriee de rechan- 
tillon biologique pourextraire I'acide nucieique, la detection de la sequence <f acfde nudeique du HIV recherche 
£ I'aide des etapes suivantes : 

(1) comme etape A, une etape d'enrichissement en sequenced) cible(s) par : 

(a) mise en contact de I'echantillon biologique mis en solution, avec au moins une paire d'amorces ap- 
45 propriees, pour amplifier au moins un fragment de ladite sequence d'acide nucieique cible, lesdites 

amorces s'hy bridant d ladite sequence clble et permettant d'obtenir une solution d'enrichissement ; et 

(b) au moins une dilution appropriee de la solution d'ampiification d'enrichissement obtenue en (a) ; 

(2) et une etape B de detection des sequences cibles amplifieea obtenues, par : 

(c) mise en contact <fune fraction de la solution d'enrichissement obtenue en (b) avec au moins une 
60 palre d'amorces dont au moins I'une des sequences est incluse dans la sequence cible amplifiee en 

(a);et 

(d) detection des copies d'aclde nucieique cible double brin obtenues en (c) f par tout moyen approprie, 
lequel precede est caracterise en ce qu'on met en oeuvre, pour I'etape (a), au moins un oligonucleotide 

selon la revendication 1 ou la revendication 2, apparie avec un oligonucleotide choisi dans le groupe qui 
55 comprend les oligonucleotides selon la revendication 1 et la revendication 2 et tout autre oligonucleotide apte 
d s'hybrider avec lesdites sequences cibles et pour I'etape (c), une palre ribonucleotides (amorces) choisls 
dans le groupe qui comprend les reactifs selon I'une queiconque des revendications 3 6 5 dont la sequence 
est homologue ou oompl6mentaire de la sequence cible amplifiee en (a) et tout autre oligonucleotide apte £ 
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s'hybrider avec les sequences dbles obtenues en (a). 

12°) Precede selon la revendication 11, caracterise en ce que les paires cTamorces sont s6!ectk>nnees, 
de preference, parmi les paires sufvantes : 

. palre A : oligonucleotide (1) et oligonucleotide (4), 

. paire B : oligonucleotide (5) et oligonucleotide (8), 

. paire C : oligonucleotide (9) et oligonucleotide (1 2), 

. paire D : oligonucleotide (13) et oligonucleotide (16), 

. palre E : oligonucleotide (2) et oligonucleotide (3), 

. palre F : oligonucleotide (6) et oligonucleotide (7), 

. paire G : oligonucleotide (10) et oligonucleotide (11), 

. paire H : oligonucleotide (14) et oJigonucieotide (15), 

. paire I : oligonucleotide (1 7) et oligonucleotide (20), 

. palre J : oligonucleotide (18) et oligonucleotide (1 0). 

13°) Precede selon la revendication 11 ou la revendication 12, caracterise en ce que les paires d'amorces 
de I'etape (a) et les paires d'amorces de I'etape (c) sont de preference assoctees seion les groupements sul- 
vants : 

groupe 1 : paire A- paire E 
groupe 2 : paire B - paire F 
groupe 3 : paire C - paire G 
groupe 4 : paire D - paire H 
groupe 5 : paire I - paire J 

14°) Precede selon Tune qeulccnque des revendications 11 & 13, caracterise en ce que les paires d'amor- 
ces de I'etape (c) sont des paires : amorce modiftee par un systeme de capture-amorce modtftee par un sys- 
tem* de detection. 

1 5°) Kit de detection d'un virus HIV, caracterise en ce qu'fl comprend outre les tampons et rSactifs appro- 
pries & k hybridation, & la detection, et 6ventuellement £ ('amplification, au moins un rSactrf selon I'une quel- 
conque des revendications 3 & 6. 



12 



EP0516540A1 



° fftce eU ™ pien RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE >*— tohl 



EP 92 40 1456 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 




Categoric 


Cfeario* aa af avvofeticatioaj en cm 4b fama, 
bev parties pcrtavntos 




CLASSEMENTDKUk 
DEMANDS 0BLCL5) 


X 
Y 

X 
Y 
D 


EP-rVO 370 694 (CETU5 O0RP J 

* page 9, llgna 24: axampla 2 * 

EP-A-0 403 333 (INSTITUT PASTEUR) 

* paga 3, llgna 3 - llgna S3; ravendl cations * 
4 FR-A-2 652 091 


I- 10,15 

II- 14 

I- 10.15 

II- 14 


C12Q1/70 

C12Q1/6B 

C07H21/00 

C12P19/34 

C12N15/48 


A 

V 


PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES 
OF USA. 

vol. 86, AvHl 1989, WASHINGTON US 
pages 2423 - 2427; 

0. J. KEM> ET AL.j 'ColoHmtrlc <la tact ton qf 
specific ONA segnent* aapHflad by polyt»rasa 
chain reactions' 
* la document en en tier * 


I- 10 

II- 14 




X 


SCIENCE. 

vol. 239, is utnvler 3988, Lancaster, pa id 

pages 295 - 297; 

CHDJ-YIK OU ET AL, : 'DNA amplification for 


1 






direct oateetion of HIV-1 in una qt paripnerai 
blood mo no nuclear calls 1 




IXJMAINEB TECHNIQUES 
RECHQtCHES (IttL CL5) 


X 


* la docvmnt an entler * 

EP-A-0 386 663 (BAYER) 

* paga 7 * 


1-7 


C12Q 


X 


EP-A-0 269 445 (CETUS CORPORATION) 
■ exanple 2 " 


1 




X 


EP-A-0 272 098 (CITY OF HOPE NATIONAL MEDICAL 
CENTER) 

• colonna 2, llgne 24 - llgna 39 * 


1 




M 


EP-A-0 439 222 (EASTMAN KOQAK CO,) 
* le document en antler * 


1-15 




P.X 


EP-A-0 469 610 (5HI0N0GI SEIYAKU KK) 
* 1ft document on entler * 


1-15 




Lepi 


ami rapport ■ & ctatti soar toatcs le» rewaAariw» 







LA HAYE 



01 SEPTEMBRE 1992 



MOLINA GALAN E. 



GATEGOBJE DEB DOCUMENTS CITES 



E : sntkstti 

V ■ " 



paRbMBt A hd in! 
t sf l lliwrt 
wUman 



art U btvwt inMftaar, mfc |bMH A ti 



Ti 
Bl 

All 4b rftpflt ay tfiti cotf 
0 :dtB<RaBlaitmU 
L i dt* ponr fintm nlsooi 



O : 4hfuls«ttott uuu i nn o 



tola 



ftuilOa. 



13 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



